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Περίληψη: Περίπου 10% των μελανωμάτων είναι οικογενή. Στα περιστατικά αυτά 
εμπλέκονται γονίδια υψηλής διεισδυτικότητας, μεταξύ των οποίων τα κυριότερα είναι το 
γονίδιο του αναστολέα της κυκλινοεξαρτώμενης κινάσης 2Α (CDKN2A) και το γονίδιο της 
κυκλινοεξαρτώμενης κινάσης 4 (CDK4). Στην παρούσα μελέτη διερευνήθηκε η 
συχνότητα και το είδος των μεταλλάξεων αυτών των δύο γονιδίων σε 49 ασθενείς με 
οικογενές μελάνωμα από το αρχείο των ασθενών του Νοσοκομείου «Α. Συγγρός», με τη 
μέθοδο Whole Exome Sequencing (πλήρης αλληλούχισης εξωνίων). Από τους 49 ασθενείς, 
οι 20 εμφάνιζαν μετάλλαξη στο γονίδιο CDKN2A και 1 ασθενής στο γονίδιο CDK4. Το 
ποσοστό των μεταλλάξεων του CDKN2A στους ασθενείς μας είναι σημαντικά υψηλότερο 
από αντίστοιχα ποσοστά που έχουν αναφερθεί σε άλλους πληθυσμούς, επιβεβαιώνοντας 
τον κύριο ρόλο αυτού του γονιδίου στα περιστατικά οικογενούς μελανώματος στον 
Ελληνικό πληθυσμό.  
Λέξεις ευρετηρίου: Οικογενές μελάνωμα, πλήρης αλληλούχιση εξωνίων, γονοτύπηση, 
γενετικό τεστ 
Abstract: Approximately 10% of melanomas are familial. In these cases, high penetrance 
genes such as CDKN2A and CDK4 are implicated. In the present study, we aimed to 
evaluate the percentage and types of mutations in CDKN2A and CDK4 genes in a 
cohort of 49 familial melanoma patients from A. Sygros Hospital. Twenty of these 
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patients carried mutations in CDKN2A and one patient in CDK4, highlighting the key 
role of CDKN2A in familial melanoma Greek cases.  
Keywords: Familial melanoma, Whole Exome Sequencing, genotyping, genetic test 
 
 
ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
Το μελάνωμα είναι μία σύνθετη νόσος και στην παθογένειά της συμμετέχουν 
κλινικοί, επιδημιολογικοί, περιβαλλοντικοί και γενετικοί παράγοντες. Περίπου 10% 
των ασθενών με μελάνωμα έχει τουλάχιστον έναν συγγενή με μελάνωμα και το 1% 
δύο ή και περισσότερους  πάσχοντες συγγενείς1. Οι οικογενείς περιπτώσεις της 
νόσου έχουν συσχετιστεί με μεταλλάξεις στα γονίδια υψηλής διεισδυτικότητας 
CDKN2A, CDK4, POT1, TERT, MITF και BAP1. Μεταξύ αυτών, το γονίδιο του 
αναστολέα της κυκλινοεξαρτώμενης κινάσης 2Α (CDKN2A) αποτελεί το πρώτο και το 
πιο συχνό γονίδιο που συσχετίστηκε με την οικογενή μορφή της νόσου 2, 3. Το 
CDKN2A βρίσκεται στο χρωμόσωμα 9 και εκφράζει, μέσω εναλλακτικού ματίσματος, 
διαφορετικές πρωτεΐνες μεταξύ των οποίων την p16INK4A (p16) και την p14ARF 
(p14) 4. Η ογκοκατασταλτική πρωτεΐνη p16 αναστέλλει τη δράση των κινασών CDK4 
και CDK6 οι οποίες φωσφορυλιώνουν τη πρωτεΐνη του ρετινοβλαστώματος (pRB) 
για την προώθηση του κυτταρικού κύκλου από τη φάση G1 στη φάση S 5 (σχήμα 1). 
Η πρωτεΐνη p14 έχει επίσης ογκοκατασταλτική δράση μέσω αναστολής της 
πρωτεΐνης MDM2, που έχει ως αποτέλεσμα την επαγωγή της δράσης της pRB και 
κατά συνέπεια, όπως και στην περίπτωση της p16, την αναστολή του κυτταρικού 
κύκλου 6. 
Οι μεταλλάξεις που έχουν παρατηρηθεί μέχρι τώρα στην p16 είναι κυρίως μη 
συνώνυμες μεταλλάξεις που αφορούν όλο το μήκος του γονιδίου 2, 3, 7, ενώ 
σπανιότερα συναντάμε  μεταλλάξεις στον υποκινητή (c.-34G>T) που δημιουργούν 
ένα κωδικόνιο έναρξης ή μια μετάλλαξη σε εσώνιο  (IVS2-105A>G), τα οποία 
επηρεάζουν το μάτισμα 8, 9. Στην περίπτωση της p14 συναντάμε κυρίως ελλείψεις, 
ενθέσεις και μεταλλάξεις που αφορούν σε θέσεις του ματίσματος 10-13. 
Μεταλλάξεις στο CDKN2A κληρονομούνται με αυτοσωμικό επικρατή τρόπο και 
παρατηρούνται στο 10% οικογενειών με 2 περιστατικά, ενώ σε οικογένειες που 
έχουν 3 ή και περισσότερα άτομα με μελάνωμα το αντίστοιχο ποσοστό κυμαίνεται 
σε 30-40% 14. Το CDKN2A είναι επίσης το κύριο γονίδιο που σχετίζεται με πολλαπλά 
πρωτοπαθή μελανώματα 15. Η συχνότητα των μεταλλάξεων του γονιδίου CDKN2A 
στον γενικό πληθυσμό είναι πολύ χαμηλή όπως φαίνεται από αντίστοιχες μελέτες. 
Η πρώτη από αυτές τις μελέτες στο Queensland υπολόγισε ότι το ποσοστό αυτό 
είναι 0,2% 16ενώ σε μια πιο πρόσφατη μελέτη από πληθυσμό της ίδιας περιοχής το 
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ποσοστό ήταν 1,2%4. Αντίστοιχη μελέτη με δείγματα από Βόρεια Αφρική, Ευρώπη 
και Αυστραλία υπολόγισε το ποσοστό αυτό στο 2% 17 ενώ προηγούμενη δική μας 
μελέτη στον Ελληνικό πληθυσμό (hospital-based population) στο 5% 18. 
Στα πλαίσια της διερεύνησης και άλλων γονιδίων που σχετίζονται με τα οικογενή 
περιστατικά του μελανώματος η επόμενη ανακάλυψη ήταν στο γονίδιο της 
κυκλινοεξαρτώμενης κινάσης 4 (CDK4) στο χρωμόσωμα 12 19-21, που όμως μέχρι 
στιγμής αφορά πολύ μικρότερο αριθμό οικογενειών παγκοσμίως 19-21. Οι πιο συχνές 
μεταλλάξεις αφορούν στο κωδικόνιο 24, με κάποιες οικογένειες να φέρουν είτε την 
p.R24C αντικατάσταση21 είτε την p.R24H 20. Η αργινίνη στη θέση αυτή παίζει 
σημαντικό ρόλο στην αλληλεπίδραση της p16 με την CDK4 οδηγώντας στην 
καταστολή της τελευταίας.  Η αλλαγή αυτή αναιρεί την καταστολή της CDK4 και 
οδηγεί στην ενεργοποίηση του κυτταρικού κύκλου. Οι παραπάνω μεταλλάξεις 
p.R24C or p.R24H στο CDK4 έχουν παρατηρηθεί σε οικογένειες από διάφορες χώρες 
που έχουν  διαφορετικούς απλότυπους 19-21, υποδεικνύοντας ότι η συγκεκριμένη 
θέση αποτελεί mutational hotspot  22.  
Σκοπός της παρούσας εργασίας ήταν να εμπλουτίσουμε την αρχική μας μελέτη 
γονοτύπησης των οικογενών περιστατικών για τα γονίδια CDKN2A και CDK4 18 με τη 
μέθοδο Whole Exome Sequencing (πλήρης αλληλούχισης εξωνίων) προκειμένου να 
ανιχνεύσουμε όλες τις μεταλλάξεις στα γονίδια CDKN2A, CDK4 που εμπλέκονται 
στην αιτιολογία του μελανώματος στον ελληνικό πληθυσμό. 
ΜΕΘΟΔΟΙ  
Από 49 άτομα με οικογενές μελάνωμα απομονώθηκε DNA από περιφερικό αίμα με 
τη χρήση κατάλληλου κιτ (QIAamp DNA blood mini kit,Qiagen). Κάθε δείγμα DNA 
φωτομετρήθηκε (Quant-iT dsDNA HS Assay kit, Invitrogen) προκειμένου να 
υπολογιστεί η ποσότητα του. Η συγκέντρωση σε κάθε δείγμα υπολογίστηκε σε 
συνολικά 750ng DNA.  
Η πλήρης αλληλούχιση εξωνίων πραγματοποιήθηκε σε συνεργασία με το Broad 
Institute του MIT. Οι αναλύσεις των αλληλουχιών που προέκυψαν από τη μελέτη 
των εξωνίων έγιναν με το λογισμικό GATK-3.0 (διαθέτει Haplotype Caller) που 
επιτρέπει την ταυτόχρονη σύγκριση μεγάλου αριθμού αλληλουχιών 
ελαχιστοποιώντας έτσι την πιθανότητα λάθους και αυξάνοντας το ποσοστό 
εντοπισμού ακόμα και σπάνιων πολυμορφισμών. Πιο συγκεκριμένα τα 
αποτελέσματα που προέκυψαν από τα 49 οικογενή δείγματα του ελληνικού 
πληθυσμού αναλύθηκαν ταυτόχρονα με 37.000 επιπλέον δείγματα του Broad 
Institute. Η χρήση τέτοιων μεγάλων κοορτών αυξάνει πολύ την πιθανότητα 
εντοπισμού νέων και ιδιαιτέρως σπάνιων πολυμορφισμών με αξιόπιστο τρόπο, 
όπως απαιτεί η διαχείριση δεδομένων τεράστιου όγκου όπως αυτά. Για ακόμη πιο 
ακριβή αποτελέσματα, με τη χρήση κατάλληλου φίλτρου (GQ>20; DP>10) 
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αποκλείστηκαν από τις αναλύσεις τα δείγματα με ελλιπή δεδομένα αλληλούχισης 
σε ποσοστό μεγαλύτερο του 5%. 
Με το λογισμικό PLINK/SEQ έγινε ένας αδρός ποιοτικός έλεγχος των δεδομένων 
καθώς και υπολογισμός των συχνοτήτων των αλληλίων στον πληθυσμός μας. Για 
τον υπολογισμό της συχνότητας των αλληλίων στον πληθυσμό χρησιμοποιήσαμε τα 
δεδομένα της βάσης ExAC. Η τελευταία περιλαμβάνει 67.000 δείγματα με στοιχεία 
πλήρης αλληλούχισης εξωνίων και αποτελεί την πιο σύγχρονη, μεγάλη και 
ελεύθερα προσβάσιμη βάση καταγραφής της συχνότητας των αλληλίων. Ως 
δεδομένα αναφοράς χρησιμοποιήσαμε μη–Φιλανδικά Ευρωπαϊκά δείγματα από τη 
βάση ExAC (~33.000) για τον υπολογισμό των αθροιστικών συχνοτήτων των 
αλληλίων που αφορούν τα γονίδια κινδύνου. 
Η μελέτη εγκρίθηκε από την επιτροπή Βιοηθικής του Νοσοκομείου Ανδρέας 
Συγγρός και από την Ακαδημαϊκή Επιτροπή του Νοσοκομείου της Μασαχουσέτης. 
ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
Ο πληθυσμός μας αποτελείται από 49 άτομα (20 άνδρες, 29 γυναίκες) με οικογενές 
μελάνωμα που ανήκουν σε 40 διαφορετικές οικογένειες. Πέντε από αυτούς τους 
ασθενείς εμφάνιζαν πολλαπλά μελανώματα. Τα φαινοτυπικά χαρακτηριστικά των 
ασθενών παρουσιάζονται στον Πίνακα 1. 
Το ποσοστό των ασθενών με οικογενές μελάνωμα που φέρουν μεταλλάξεις στο 
CDKN2A είναι 40,82% (20/49 ασθενείς), ενώ το αντίστοιχο ποσοστό για το CDK4 
είναι 2,04% (1/49 ασθενείς) (Πίνακας 2). Οι πιο συχνές μεταλλάξεις στην περίπτωση 
του CDKN2A είναι η p. A148T (6 ασθενείς), η p.R24P (4 ασθενείς) και η p.W110X 
(επίσης 4 ασθενείς), ενώ ένα περιστατικό έχει γονότυπο p. A148T/ p.W110X. Στην 
περίπτωση του CDK4 γονιδίου ένα περιστατικό φέρει την μετάλλαξη p. R24H 
(Πίνακας 2). Τα αποτελέσματα από αυτή την αλληλούχιση επιβεβαίωσαν την 
αυξημένη συχνότητα της μετάλλαξης p.A148T 18.  
Η ανάλυση των αποτελεσμάτων σε σχέση με την ηλικία των ασθενών, έδειξε ότι η 
ηλικία σχετίζεται στατιστικά σημαντικά (pvalue=0,023) με την εμφάνιση 
μεταλλάξεων (Πίνακας 3). Συγκεκριμένα, η πιθανότητα εμφάνισης μεταλλάξεων 
μειώνεται κατά 0,954 φορές για κάθε χρόνο αύξησης της ηλικίας. Ανάλυση των 
αποτελεσμάτων λαμβάνοντας υπόψη τον φωτότυπο των ασθενών δεν βρήκε 
συσχέτιση μεταξύ εμφάνισης μεταλλάξεων και φωτότυπου (pvalue=0,493) (Πίνακας 
4). 
ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 
Η μελέτη αυτή αποτελεί την πρώτη ερευνητική προσπάθεια ανίχνευσης με τη 
μέθοδο exome sequencing πολυμορφισμών στα γονίδια CDKN2A και CDK4 στον 
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Ελληνικό πληθυσμό. Τα αποτελέσματά μας αναδεικνύουν τον πρωταρχικό ρόλο που 
διαδραματίζει το γονίδιο CDKN2A στην αιτιοπαθογένεια του οικογενούς 
μελανώματος στον πληθυσμό μας και επιβεβαιώνουν τα ευρήματα προηγούμενης 
μελέτης μας σε οικογενή περιστατικά μελανώματος με τη μέθοδο Sanger 
sequencing. Η ανάλυσή μας δείχνει ασυνήθιστα υψηλό ποσοστό μεταλλάξεων του 
CDKN2A σε Έλληνες ασθενείς με οικογενές μελάνωμα, το οποίο υπερβαίνει κατά 
πολύ αντίστοιχα ποσοστά μεταλλάξεων του γονιδίου σε πληθυσμούς άλλων 
εθνικοτήτων 7, 14. Τα αποτελέσματα αυτά ενισχύουν τα προηγούμενα ευρήματα μας 
18 και υποδεικνύουν πως ο γενετικός έλεγχος σε άτομα με επιβαρυμένο 
οικογενειακό ιστορικό για μελάνωμα είναι σημαντικός για τον ελληνικό πληθυσμό.  
Επίσης επιβεβαιώνεται η εμφάνιση μελανώματος σε μικρότερη ηλικία σε φορείς 
μεταλλάξεων του CDKN2A σε σχέση με άτομα που δεν φέρουν μεταλλάξεις του 
γονιδίου (p=0.11), όπως έχει ήδη αναφερθεί σε μελέτες που έγιναν σε άλλους 
πληθυσμούς 23. Η μέση ηλικία διάγνωσης μελανώματος σε φορείς μεταλλάξεων του 
CDKN2A παγκοσμίως κυμαίνεται μεταξύ της ηλικίας των 30 και 40 ετών, ενώ σε 
οικογένειες χωρίς CDKN2A μεταλλάξεις είναι μεταξύ 40-50 ετών. Στις ΗΠΑ η μέση 
ηλικία διάγνωσης μελανώματος σε φορείς CDKN2A μεταλλάξεων είναι 35 ετών 24 σε 
σύγκριση με μέση ηλικία 59 έτη στον γενικό πληθυσμό.  
Σε αντίθεση με την ηλικία, δεν βρέθηκε συσχέτιση μεταξύ του φωτότυπου και της 
ύπαρξης μεταλλάξεων στο CDKN2A στον πληθυσμό που μελετήσαμε. 
Συμπερασματικά, τα ευρήματα μας από τη μελέτη αλληλούχισης εξωνίων στη σειρά 
των ασθενών μας υποδεικνύει τον «εμπλουτισμό» σε μεταλλάξεις του CDKN2A σε 
περιστατικά Ελλήνων ασθενών με οικογενές μελάνωμα. Παρ’ όλα αυτά, η 
πλειονότητα των ασθενών που εξετάσαμε δε φέρουν κάποια ανιχνεύσιμη 
μετάλλαξη στα γονίδια CDKN2A και CDK4. Ήδη σύγχρονες μελέτες αλληλούχισης 
εξωνίων σε μεγάλο αριθμό οικογενών δειγμάτων εμπλέκουν νέα γονίδια και 
υπογραμμίζουν την πολυπλοκότητα της νόσου 25, 26. Επομένως, απαιτούνται 
περαιτέρω μοριακές αναλύσεις προκειμένου να διερευνηθεί ο πιθανός ρόλος και 
άλλων γονιδίων και στον δικό μας πληθυσμό. 
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Σχήμα 1: Σχηματική απεικόνισης της λειτουργίας του γονιδίου CDKN2A 27. 
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Πίνακας 1. Επιδημιολογικά χαρακτηριστικά 49 ασθενών με οικογενές μελάνωμα 
 
 Διάμεσος (Ενδοτεταρτημοριακό εύρος) 
Ηλικία 49 (33,5-60) 
 Συχνότητα (Ποσοστό) 
Φύλο  
Άνδρας 20 (40,82%) 
Γυναίκα 29 (59,18%) 
Χρώμα μαλλιών  
Ξανθά 7 (14,29%) 
Κόκκινα 1 (2,04%) 
Ανοιχτά καστανά 16 (32,65%) 
Σκούρα καστανά 19 (38,78%) 
Μαύρα 5 (10,20%) 
Ελλείπουσες τιμές 1 (2,04%) 
Χρώμα ματιών  
Μπλέ 8 (16,33%) 
Πράσινα 11 (22,45%) 
Ανοιχτά καστανά 10 (20,41%) 
Σκούρα καστανά 18 (36,73%) 
Ελλείπουσες τιμές 2 (4,08%) 
Χρώμα δέρματος  
Ανοιχτόχρωμο 32 (65,31%) 
Ελαφρά μελαχρινό 16 (32,65%) 
Ελλείπουσες τιμές 1 (2,04%) 
Ικανότητα μαυρίσματος  
Δεν μαυρίζω καθόλου 7 (14,29%) 
Μαυρίζω λίγο 22 (44,90%) 
Μαυρίζω μέτρια 11 (22,45%) 
Μαυρίζω έντονα 7 (14,29%) 
Ελλείπουσες τιμές 2 (4,08%) 
Φωτότυπος  
I 1 (2,04%) 
II 25 (51,02%) 
III 13 (26,53%) 
IV 9 (18,37%) 
Ελλείπουσες τιμές 1 (2,04%) 
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Πίνακας 2. Μεταλλάξεις των CDKN2A και CDK4 σε σύνολο 49 ασθενών με οικογενές  
μελάνωμα μετά από αλληλούχιση των εξωνίων τους. 
 Γονίδιο  Γονιδιακή Θέση  Μετάλλαξη  
Αριθμός 
Μεταλλάξεων  
Ποσοστό 
ασθενών/μετάλλαξη  
CDKN2A  
Exon 2 
chr9:21971028 
W110X 
(rs1213389) 
4 8,2% 
CDKN2A  
Exon 1a 
chr9:21974758..
21974759 
AC to A 1 2,04% 
CDKN2A  
Exon 1a 
chr9:21974783..
21974784 
W15X 
(rs13867767
40) 
1 2,04% 
CDKN2A  
 
chr9:21968222 
rs375628411 1 2,04% 
CDKN2A  
Exon 2 
chr9:21970916 
A148T 
(rs3731249) 
6 12,25% 
CDKN2A 
Exon 2 
chr9:21971057 
G101R 
(rs10489409
4) 
2 4,08% 
CDKN2A 
Exon 2 
chr9:21971099 
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Πίνακας 3. Συσχέτιση συχνότητας εμφάνισης μεταλλάξεων με την 
ηλικία κατά τη διάγνωση. 
 OR1 95% 
Δίαστημα 
εμπιστοσύνης 
P value 
Ηλικία 0,954 0,917-0,993 0,023 
1
Λόγος σχετικών πιθανοτήτων. Τα αποτελέσματα προέκυψαν από την εφαρμογή 
μοντέλου λογαριθμιστικής παλινδρόμησης. 
 
 
 
 
Πίνακας 4. Συσχέτιση συχνότητας εμφάνισης μεταλλάξεων με τον 
φωτότυπο. 
 Φωτότυπος  
CDKN2A I,II III, IV Σύνολο 
Καμία μετάλλαξη 14 14 28 
Τουλάχιστον μία μετάλλαξη 12 8 20 
Pvalue=0,493 
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